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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF FUROSEMIDE IN
PHARMACEUTICAL FORMULATIONS - A DIDACTIC APPROACH,
FROM PRACTICE TO THEORY
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Spectrofluorimetric determination of furosemide in pharmaceutical — a didactical approach, from theory to prac-

tice.

The purpose of this paper is to present a complete possible application of simple strategies to teach basic concepts
of molecular spectrofluorimetry. An ordinary anti-hypertensive drug was chosen in order to demonstrate many the-
oretical and practical aspects of spectrofluorimetric determinations in an accurate, precise, and inexpensive analyt-
ical lab practice. Historical aspects and fundamentals, and their contextualization for students, are also presented,

being some experiments described using cheap samples.

Keywords: molecular spectrofluorimetry; furosemide; education in analytical chemistry.

Introducao

A historia da quimica se mistura com a criagao
da analise quimica. Ainda em seus primordios — no sé-
culo XVII — os alemaes usavam o termo Scheidekunst
como referéncia a quimica, termo esse que significa i1so-
lar o material em seus componentes [1]. Um dos pri-
meiros instrumentos utilizados para auxiliar as analises
quimicas foi a balanga, embora sua descoberta remote
a época dos antigos egipcios [2], as primeiras balangas
confidveis passaram a ser utilizadas apenas no século
XVII, quando Antoine Lavoisier reconheceu a necessi-
dade da precisdo nas pesagens para um melhor enten-
dimento do comportamento da matéria [3]. Essa maior
precisao na medi¢cdo da massa de um ou mais determi-
nados componentes extraidos de uma amostra permi-
tiu o crescimento da analise gravimétrica. Nao so isso,
em analises percentuais de minerais, a diferenga entre
as massas tedricas esperadas e o somatoério das massas
encontradas possibilitou a descoberta de novos elemen-
tos quimicos, alguns deles denominados como “terras”,
entre eles: 6xidos de zirconio, uranio, telurio e titanio.

A medida que o conhecimento em ciéncia e tec-
nologia foi se desenvolvendo, novas técnicas de analise
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foram sendo criadas e/ou aperfeicoadas. Exemplos clés-
sicos disso sdo as observagoes iniciais de Joannes M.
Marci [4] em 1648 sobre o espalhamento da luz solar
nas goticulas d’agua produzindo o efeito 6tico conhe-
cido como arco-iris e os experimentos de [saac Newton
sobre decomposi¢cdo e recomposi¢do da luz solar por
um prisma, sendo tais exemplos a base cientifica que
levou Robert W. Bunsen e Gustav R. Kirchhoff em 1858
a criar um espectroscopio capaz de fazer a medigao das
linhas de emissdo de alguns elementos quimicos excit-
ados em um queimador. Isso propiciou o nascimento
das técnicas de absor¢ao e emissao atomica.
Atualmente, as técnicas instrumentais de
analise sdo responsaveis pelo fornecimento de infor-
magoes vitais para praticamente todas as 4reas de cién-
cias naturais: Quimica, biologia, medicina, arqueolo-
gia, metalurgia, botanica... em maior ou menor escala,
todos os campos de ciéncia precisam das ferramentas
da quimica analitica instrumental e de uma correta in-
terpretagdo dos dados fornecidos por essas ferramentas,
hoje conhecidas como técnicas instrumentais de analise.
Os métodos analiticos baseados na gravimetria
e volumetria — hoje conhecidas como técnicas classicas
de andlise - possuem mais relevancia na aplicagdo de
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principios basicos de quimica analitica (como reagoes
quimicas) do que em aplicacdes rotineiras, uma vez
que as técnicas instrumentais fornecem meios para
uma quantificagdo a niveis cada vez menores de con-
centracdo, € normalmente com um tempo mais curto de
analise.

Dentro desse ambito, as instituigdes de ensino
superior (e muitas das institui¢des técnicas de ensino)
tém adaptado seus curriculos para incluir tais técnicas.

Devido ao nivel de desenvolvimento alcanca-
do e a conseqiiente complexidade adquirida, a anélise
instrumental divide-se de acordo com os principios so-
bre o qual a técnica ¢ fundamentada. Por exemplo, os
métodos espectrofotométricos sao fundamentados na
interacdo entre a radiagdo eletromagnética e a matéria.
Entre eles destacam-se as espectrometrias de absorcao
e emissao atdmicas, e as espectrometrias de absor¢ao e
luminescéncia molecular.

A Furosemida

A furosemida, denominada acido 4-cloro-N-
furfuril-sulfamilantranilico, ¢ um poé cristalino, branco
e inodoro, praticamente insoluvel em agua e solucdes
acidas diluidas, ligeiramente solivel em solventes orga-
nicos como alcoois ¢ acetona, soluvel em solugoes alca-
linas diluidas [5] . A formula estrutural da furosemida ¢
apresentada na Figura 1:

Figura 1: Formula estrutural da furosemida.
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Derivada do acido antranilico, a furosemida re-
presenta um potente diurético que, se administrado em
excesso, pode gerar deplecdo excessiva de agua e ele-
trolitos, devendo, portanto, ser utilizada com cuidadosa
supervisdo médica, havendo necessidade de ajuste de
dosagem de acordo com a necessidade do paciente [6;
7; 8].

Apresentagdes comerciais disponiveis deste
farmaco variam entre comprimidos (20, 40 e 80 mg)
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e solugoes injetaveis (10 mg mL™"), sendo fabricadas e
vendidas por diversas industrias farmacéuticas. Com-
primidos de 40 mg podem ser obtidos gratuitamente
através do Sistema Unico de Satde (SUS).

A posologia para adultos varia entre 20 e 80
mg, em dose unica pela manha, podendo ser aumentada
gradativamente, evitando-se ultrapassar 600 mg dia™.
Em criangas, utiliza-se dose tinica de 2 mg kg™ de peso,
podendo ser ajustada entre 1 e 2 mg, tendo-se como do-
sagem maxima 6 mg kg

O medicamento de referéncia ¢ o Lasix®
(Aventis), de ampla utilizacdo como diurético. Com o
advento dos medicamentos genéricos, aumentou-se o
nimero de formas farmacéuticas disponiveis, exigindo
maior controle da qualidade do medicamento produzi-
do e disponibilizado ao usuario, quer seja no controle
microbiologico, fisico-quimico ou de principios ativos,
tornando necessarias metodologias rapidas e confidveis
para aplicacao nestas situagoes.

Por outro lado, observa-se, também a necessi-
dade de controle rigoroso de principios ativos, visto ser
seu excesso - ou falta - gerador de danos a satde do
paciente. Dentre as reacdes adversas mais comuns, as-
sociadas ao uso excessivo da furosemida, pode-se citar
a deplecao excessiva de agua e eletrolitos, como dito
acima, principalmente potassio (hipocalemia), alcalose
metabolica (em funcdo da excrecdo de H"), hipovolemia
e hipotensdo, podendo ser observados efeitos mais se-
Vveros como nauseas, reacoes alérgicas, ou ainda, surdez
[7;8;9].

Em tratamentos continuos de criancas e adultos
observa-se, ainda, a possibilidade de surgimento de to-
lerancia e resisténcia ao diurético, o que pode ser supe-
rado com a administracao da furosemida em associagao
a outros farmacos como as tiazidas.

Espectroscopia de emissdo (ou luminescéncia) mo-
lecular.

A espectroscopia de luminescéncia molecular
¢ uma técnica analitica baseada no monitoramento da
radiacdo eletromagnética (em geral luz ultravioleta, luz
visivel, ou infravermelho proximo) emitida por uma
molécula quando essa parte de um estado excitado para
o seu estado fundamental [10].

Existem diversas formas de promover a ex-
citagdo da molécula para esse estado de maior energia, e
¢ justamente essa etapa de excitagdo que ird diferenciar
a técnica luminescente.

Caso a excitacao seja por uma reagao quimica,

31



a técnica sera chamada de (quimiluminescéncia) [11;
12; 13]. No caso dessa excitacao ocorrer pela passagem
de uma corrente elétrica através do material, tem-se a
eletroluminescéncia 4. A excitagdo pode ser obtida pela
energia estatica gerada na superficie de algumas sub-
stancias cristalinas quando essas sdo atritadas, resultan-
do na emissdo de luz, nesse caso, a técnica luminescente
¢ chamada de triboluminescéncia [15; 16]. Outra forma
de excitagao ¢ a induzida em liquidos por meio de ondas
de choque (sonoluminescéncia) [17; 18] ou, a mais fre-
quentemente utilizada, induzida pela incidéncia de luz
ultravioleta, visivel ou infravermelho proximo, nesse
caso, a técnica ¢ chamada de fotoluminescéncia [19].

Fluorescéncia e fosforescéncia sdo casos par-
ticulares da fotoluminescéncia. Ambos os processos se
iniciam quando a molécula absorve um foton de ener-
gia adequada para promover a transicdo de um elétron
de um orbital molecular para um outro vazio, de maior
energia. Normalmente o elétron sai do orbital molecu-
lar ocupado de energia mais alta (HOMO) e passa para
o orbital molecular de energia mais baixa (LUMO).
Como consequéncia dessa transicao eletronica, toda a
molécula ¢ dita como estando no estado excitado.

Quando um dos dois elétrons de spin opostos
pertencentes ao mesmo orbital molecular do estado fun-
damental € promovido a um orbital molecular de energia
mais alta, em principio seu numero de spin ¢ mantido,
de forma que o niimero quantico de spin S permanece
zero (§ = X5,5=X5;, comS =+1/2 ou-1/2). Como a
multiplicidade “M” tanto do estado fundamental como
do estado excitado ¢ igual a 1 (M = 2S + 1), ambos sdao
chamados de estado singleto. Isso € o que ocorre na flu-
orescéncia. Nesse caso, o estado eletronico fundamental
¢ representado por S, o primeiro estado eletronico ex-
citado por S, e por ai vai.

Na fosforescéncia ocorre inversdo de spin do
estado eletronico excitado, de forma que o nimero
quantico de spin S muda para 1, e a multiplicidade da
molécula no estado excitado muda para 3, sendo por
isso chamada de estado triplete. O estado eletronico &,
entdo, representado pela letra T.

A transicao eletronica singleto-tripleto ¢ uma
transi¢do eletronica proibida de acordo com as regras
da mecanica quantica [10], no entanto, sempre ha uma
pequena interagdo entre as funcdes de onda de difer-
entes multiplicidades via acoplamento spin-orbital. Isso
leva a uma pequena, porém nao negligenciavel, fragao
de transi¢ao eletronica com inversdo de spin. Na fosfo-
rescéncia os experimentos sao realizados para aumentar
essa fracao.

Eclética Quimica, 37, 30-37, 2012.

Artigo/Article

N

Principios da fluorescéncia molecular.

Uma vez no estado excitado, a molécula possui
varios caminhos possiveis para eliminar esse excesso
de energia absorvido (desativagdo), competindo com os
fenomenos radiativos (fluorescéncia ou fosforescéncia).

Usualmente esses processos sao mais bem
compreendidos pelo diagrama de Perrin-Jablonski (Fig-
ura 2). Nesse diagrama, o estado eletronico fundamental
(S,) e os excitados (S,, S,) sdo representados pela linha
grossa, e cada um desses estados eletronicos possui vari-
os estados vibracionais, representados pelas linhas hor-
izontais mais finas. As transi¢des eletronicas sdo repre-
sentadas pelas setas verticais. Cada transi¢do eletronica
¢ da ordem de 10" s, tempo muito curto quando com-
parado a vibragdo das ligagdes na molécula (da ordem
de 10"°a 10-"?s). Essa diferenca de tempo faz com que
todo o processo de absor¢do de luz, com consequente
promocao do elétron de um orbital molecular para outro
dentro da mesma molécula, ocorra sem que a molécula
possua nenhuma mudanga na posi¢do relativa dos nu-
cleos atomicos ou do ambiente molecular (principio de
Franck-Condon).

Figura 2: Diagrama de Perrin-Jablonski
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A diferenga energética entre S e S, € muito
alta para ser atingida pela agitacdo térmica a tempera-
tura ambiente, de forma que o processo de transi¢cdo
eletronica normalmente se inicia do estado fundamental
S,- Mesmo tendo em mente os diferentes niveis vibra-
cionais referentes ao primeiro nivel eletronico, pode ser
calculado pela equacdo de Boltzman que, a temperatura
ambiente, a maioria absoluta das moléculas se encon-
tra no estado vibracional de energia mais baixa, de for-
ma que a banda de absor¢do ¢ o conjunto de cada uma
dessas transi¢des a partir do estado mais baixo (tanto
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eletronico quanto vibracional) para diferentes niveis
(vibracionais e eletronicos) de energia mais alta.

Como ja foi comentado, o tempo para uma
transigao eletronica ¢ da ordem de 105 s, e uma vez for-
mado esse estado excitado, ele costuma se manter por
cerca de 10 s antes de emitir luz (fluorescéncia). Como
o estado excitado para o qual a molécula foi transferida
inclui um estado vibracional mais alto, uma das possib-
ilidades ¢ que a molécula passe a vibrar com frequéncia
mais alta. Essa maior frequéncia vibracional aumenta
a possibilidade de colisdes com moléculas do solvente
(e também aumenta a intensidade de cada uma dessas
colisdes), o resultado disso € que a molécula pode trans-
ferir parte dessa quantidade de energia que ela absorveu
(durante a absor¢do) para a molécula do solvente, se
desativando, e causando um aumento imperceptivel da
temperatura da solugdo.

Esse processo se dd sem emissdao de luz (e,
portanto, ndo radiativo), € pode acontecer em niveis
eletronicos diferentes. Caso a queda de energia se dé
de um estado vibracional mais alto para o fundamental,
mas dentro do mesmo estado eletronico, o processo ¢
chamado desativagdo vibracional (representado pelas
linhas onduladas no diagrama), caso a queda de energia
se dé de um estado vibracional mais alto para o funda-
mental de um estado eletronico mais baixo, o processo ¢
chamado conversao interna (IC no diagrama).

Uma atengdo especial no tempo de vida desses
fendmenos deve ser dada para uma melhor compreensao
das competicdes que estardo acontecendo. O tempo de
vida do estado excitado é da ordem de 10'°a 107 s, da
desativacdo vibracional 102 a 10'°s e da converséo in-
terna 10" a 107 s.

Comparando o tempo de vido do estado ex-
citado e da relaxagdo vibracional, observa-se que esse
ultimo processo ¢ sempre mais rapido que a duracao
do estado excitado. O resultado disso, ¢ que quando a
molécula vai emitir luz, a molécula j& se encontra em
um nivel vibracional mais baixo, e todas as emissoes
serdo a partir do nivel vibracional mais baixo do mesmo
nivel eletronico.

Mais comumente ainda ¢ que essa emissao se
dé a partir do 1° nivel eletronico excitado (mesmo que
a molécula absorva para um 2° ou 3° nivel eletronico).
Isso por que, como a diferenca de energia entre esses
niveis ¢ muito menor que a diferenca de energia entre
o 1° e o fundamental, o tempo para essas desativacoes
(no caso, cruzamento interno) ¢ menor (e, portanto a
eficiéncia do processo € maior) do que a necessaria para
desativar vibracionalmente a partir do 1° nivel eletroni-

Eclética Quimica, 37, 30-37, 2012.

Artigo/Article

N

co.

Isso explica um ponto importante: o porqué de
mesmo quando se observa em algumas moléculas vari-
os picos de excitagdo (que sdo os analogos aos obser-
vados na espectrofotometria de absor¢ao molecular na
regido do UV-Vis), sé se observa um pico de emissao.

Outro ponto a ser ressaltado ¢ que, mesmo a
conversdo interna sendo menos eficiente a partir do 1°
nivel eletronico excitado, ela ainda ocorre na maioria
das moléculas. Isso explica a razdo pela qual a maioria
das moléculas apresenta espectros de absor¢dao molec-
ular, mas ndo apresenta espectros fotoluminescentes.
Provavelmente, para pelo menos alguns desses casos,
0 tempo gasto na conversao interna foi menor do que
o tempo do estado excitado, de modo que quando a
molécula estava pronta para emitir energia na forma de
luz, ela ja ndo possuia mais esse excesso de energia (o
qual foi convertido totalmente em energia térmica pela
colisdo com as moléculas do solvente).

Quando nenhum dos processos de desativacao
nao radiativa acontece, a molécula ira emitir esse exces-
so de energia sobre a forma de luz. Caso a emissdo se
dé diretamente sem modificagdo do spin, o processo ¢
chamado fluorescéncia.

Como a molécula perdeu parte da energia ab-
sorvida pela relaxagdo vibracional, a energia que sera
emitida sera menor que a energia absorvida (e por tanto,
o comprimento de onda serd maior). O resultado disso
¢ que o espectro de emissao ndo € sobreposto ao espec-
tro de excitacdo, e sim deslocado para comprimentos de
ondas maiores. A diferenga entre esses picos € chamada
de deslocamento de Stokes.

Em um espectro de fluorescéncia tipico, parte
do espectro de excitagdo e do espectro de emissdo se
sobrepoe, de forma que, aparentemente, uma pequena
fracdo da solucao sofre um comportamento atipico, ou
seja, absorvem em comprimentos de onda maiores do
que o que emite. A explicacdo para esse fendmeno ¢
relativamente simples. Embora tenha representado no
diagrama que toda a absor¢do molecular se dé a partir
do estado vibracional mais baixo do estado eletronico
fundamental, uma fragdo muito pequena (normalmente
inferior a 10 ou mesmo 1%) se encontra em niveis vi-
bracionais mais altos, de forma que eles podem absor-
ver para o 1° nivel vibracional do 1° nivel eletronico, e
emitirem para um nivel vibracional diferente do funda-
mental do nivel eletronico fundamental, e esse exces-
so de energia sendo perdido por relaxagdo vibracional.
Essa pequena fracdo de moléculas possui um comporta-
mento anti-Stokes.
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Outra possibilidade do composto emitir luz
¢ sofrendo uma inversdo do spin, nesse caso ocorre a
fosforescéncia. Esse fenomeno nao serd abordado aqui,
apenas deve ser ressaltado que ocorrendo a inversao
do spin, (cruzamento intersistemas) a quantidade de
moléculas disponiveis para emitir fluorescéncia vai di-
minuir, de forma que esse fendmeno ira atenuar a fluo-
rescéncia.

Com base ao exposto, o presente trabalho
tem por meta a apresentagao de experimentos didati-
cos visando abordagens teorica e experimental sucin-
tas, porém completas, do tema espectroscopia de fluo-
rescéncia molecular, empregando amostras e reagentes
de baixos custo e toxicidade, e facil acesso, sem geragao
de residuos que exijam tratamento especial.

Procedimentos experimentais
Preparo de solugoes e amostras

Todas as solu¢des empregadas foram prepara-
das pela dissolucao direta dos respectivos solidos em
agua bi-destilada ou solu¢do de hidréxido de sodio no
momento do uso, nao havendo, portanto, armazenamen-
to por periodos que possivelmente comprometeriam sua
aplicabilidade.

Solug¢do de hidroxido de sédio (Merk, Ale-
manha) a 0,1 mol L' foi preparada visando a solubi-
lizagdo do analito (furosemida, Pharmanostra, Italia) e
a extracdo do principio ativo das amostras comerciais
analisadas.

Tendo em vista o comportamento do analito em
valores de pH abaixo de seu pKa [20] uma solucao-
tampao de acetato de sddio (acetato de sddio p.a. e aci-
do acético glacial, ambos da Merk, Alemanha) com pH
3,3 foi preparada e empregada como meio em todas as
medidas instrumentais; em casos de mais elevada ac-
idez, como em pH 2,0 [21; 22; 23] o sistema se torna
ligeiramente mais sensivel porém, caso as medidas nao
ocorram imediatamente apds o preparo das solugdes, a
hidrodlise acida pode gerar degradacao significativa do
analito, elevando consideravelmente as possibilidades
de erros.

Solugdo-estoque de furosemida a 2,5 x 10~ mol
L foi preparada pela dissolugdo de massa adequada do
analito em NaOH 0,02 mol L, tal estoque mostrou-se
estavel por at¢é uma semana quando armazenado ao
abrigo da luz e sob refrigeracao.

Amostras comerciais genéricas de Furosemi-
da® contendo nominalmente 40 mg do principio ativo
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por comprimido foram adquiridas do laboratério Teu-
to®; vinte comprimidos foram triturados e homogene-
1zados, obtendo-se como massa média de um comprim-
ido e respectivo desvio-padrdo o seguinte intervalo:

P _=(0,1994 £ 0,0013)g

Tal informacao foi base para a dissolucao e ex-
tracdo da amostra visando posterior analise empregando
curvas de calibragdo externa e adi¢do de padrao, bem
como para interpretacao dos resultados obtidos.

Otimizagdo das condi¢des experimentais

Medidas foram realizadas empregando-se
um equipamento espectrofluorimetro Cary Eclipse, da
VARIAN. Partindo-se do estoque e empregando dilu-
icdo direta de aliquotas adequadas do analito em tampao
acetato, uma solu¢do de furosemida a 10° mol L' em
pH 3,3 foi obtida e empregada visando otimizagdo da
obtencao de sinais analiticos; fendas de 5 nm (tanto para
excitagdo quanto para emissdo) foram mantidas fixas,
resultando, desta forma, em espectros de excitacdo e
emissao adequados. No caso do espectro de emissao,
este foi obtido fixando-se o Xexcitagio em 271 nm, obten-
do-se emissdo maxima em 410 nm, conforme apresen-
tado na Figura 3.

Emisséo
60 Excitacdo

410
45|

Sinal Analitico
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Figura 3: Espectros de excitacdo e emissdo para solugdo do analito
a 10-5 mol L-1 em tampdo acetato pH 3,3, fendas de excitacdo e
emissdo fixas em 5 nm.

Com base nos resultados iniciais, o sistema
foi ajustado com comprimentos de onda de excitacao
e emissdao em 271 nm e 410 nm, respectivamente; fen-
das de 5 nm foram inicialmente convencionadas, sendo
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posteriormente alteradas conforme necessidade da apli-
cacdo, para melhor definicdo dos sinais € maior sensib-
ilidade.

Curvas analitica e adi¢do de padrdo

Diferentes solucdes foram adequadamente
preparadas a partir de sistemadtica dilui¢do do estoque
em solugdo tampao acetato pH 3,3, obtendo-se limites
de detecgdo e quantificagdo de 1 ¢ 3 umol L, respecti-
vamente. Solugdes de calibragdo entre 3 ¢ 10 pmol L*!
em furosemida (regido linear) foram preparadas da mes-
ma forma sendo imediatamente submetidas a medidas
apos preparo . No caso da amostra, massas adequadas
do p6 obtido dos comprimidos (equivalentes a meio
comprimido) foram transferidas para baldo volumétri-
co de 500,00 mL, dissolvidas e extraidas com NaOH
0,1 mol L' (25 mL), o volume foi ajustado com agua
bi-destilada (solucao A), realizou-se uma nova dilui¢ao
de 5,0 mL em 100,0 mL (ajustado com tampao acetato
pH 3.3; solugdo B). Foi feita a medida de fluorescéncia
da solucao B, os resultados foram interpolados a curva
analitica obtida. No caso dos experimentos com curvas
analiticas as fendas foram alteradas para 10 nm tanto
para excitacdo quanto emissdo, visando melhorias em
perfis de sinal e sensibilidade.
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300 IF =9.44x 10 [FUR] + 236.66
R =0.9985
200 | | - | - | - | .
0.0 1.0x10° 2.0x10° 3.0x10° 4.0x10°
[FUR]/mol L’

Figura 4: Curva de adi¢cdo de padrdo sobre amostra de Furosemida
Teuto®, comprimentos de excitacdo e emissdo respectivamente em

271 nm e 410 nm, fendas de excitacdo em emissdo em 10 nm.

Uma segunda série de experimentos foi real-
izada visando avaliar a possibilidade do emprego de
procedimentos de adi¢ao de padrdao visando minimizar
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possiveis efeitos de matriz bem como reduzir o uso de
reagentes e amostras. Neste caso, aliquotas constantes
de 1,0 mL da amostra solubilizada (solucao A) foram
distribuidas em baldes volumétricos, aos quais foram
adicionadas aliquotas crescentes da solugdo-estoque pa-
drao de furosemida, visando obter concentracdes entre
2 ¢ 4 umol L, tais solugdes foram empregadas para a
construgao da curva de adigdo e avaliacao das amostras
(Figura 4). Condicdes de excitacdo e deteccao foram
mantidas inalteradas, embora fendas de 10 nm tenham
sido empregadas neste caso.

Resultados e discussoes

Além da abordagem da fluorescéncia como
ferramenta analitica, alguns aspectos da técnica de es-
pectrofluorimetria podem ser abordados com o uso da
furosemida. Um deles € a regra de Kasha, no qual foi
observado que o pico de fluorescéncia ¢ independente
do comprimento de onda de excitagdo, apenas a sua in-
tensidade vai alterar. Isso pode ser observado na Figura
5, na qual varios espectros de emissao foram registra-
dos para diferentes comprimentos de onda de excitagao;
valores de maximo correspondem, justamente, a cada
valor de excitagao.
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200 250 300 350 400 450 500 550
comprimento de onda (nm)

Figura 5: Aplicacdo da regra de Kasha para a Furosemida.

As figuras 3 e 6 apresentam espectros eletroni-
cos para a mesma solu¢do de furosemida obtido pela
técnica de espectrofotometria de absor¢do molecular
na regido do UV-Vis; como esperado, os espectros sao
analogos ao de excitacdo (com trés picos), enquanto
0 espectro de emissdo possui apenas um. Isso € uma
observagao do fendmeno de desativagao do estado ex-
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citado por cruzamento intersistemas, € consequente
reemissao a partir do 1° estado fundamental. Como os
dois primeiros picos sdo de maiores energias, sao eles os
responsaveis para transi¢des para niveis superiores (3°
e 2°, respectivamente), enquanto o 3° pico de excitagao
¢ o responsavel pela excitagdao ao 1° nivel eletronico ex-
citado, ndo ¢ coincidéncia, portanto, que o formato do
pico de emissdo seja a imagem especular desse pico, o
que baseado pelo principio de Franck-Condon, repre-
senta que ndo houve alteracdo estrutural na molécula do
1° nivel excitado para o estado fundamental.

Também se torna interessante explorar a in-
fluéncia do pH na intensidade dos sinais analiticos ob-
tidos. Considerando os valores ja descritos de pKa's
para o analito em estudo pode-se definir as distribuicoes
de espécies em funcao da acidez do meio (Figura 6) de
modo que, em valores de pH entre 0 e 2,0, ¢ possivel
observar a co-existéncia das formas A e B, sendo a ulti-
ma (B) vulneravel a hidrolise 4cida gerando saluamina e
alcool furfurilico, conforme descrito por Cruz et al [24]
e Beyers et al [25].

A B
COOH COOH
0 0
HEN—I{S" NHCI-F«/\” H-N 3 N"HZCHzﬁQJ
o
ci o
D

A Gy i Fom

Figura 6: Possiveis formas da furosemida em funcdo do pH.

Tal hidrélise pode ser relacionada a diferentes
eventos, sendo bem descrita por Cruz et AL [24] e Bey-
ers et al [25] , um dos principais ¢ o enfraquecimento
da ligacdo C-N por efeitos indutivos (-I) e de desloca-
mento, como descrito por Beyers et al [25]. Em pH 3,3
¢ calculada uma distribui¢do de 89,91% e 10,09% para
as formas A e C, respectivamente; sob tais condi¢des
¢ possivel presumir a existéncia de uma interagdo de
hidrogénio intramolecular entre o grupo carboxilato e a
amina secundaria ocasionando uma possivel contribui-
¢ao de tal interag@o a formagao e estabilizagdo da molé-
cula, aumentando sua rigidez e, consequentemente, sua
emissdo de fluorescéncia.

Com relagdo ao comprimento de onda de exci-
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tacdo ¢ importante observar a viabilidade de emprego
dos trés valores observados no espectro anteriormente
apresentado porém, com base as possibilidades de inter-
feréncia de demais moléculas organicas posssivelmente
presentes em amostras mais compelxas, recomenda-se
0 uso de 271 nm como comprimento de onda de exci-
tacao.

Os resultados foram obtidos em quadruplica-
tas, tanto por curva de calibracao quanto por adi¢ao-pa-
drdo, e sdo apresentados na Tabela 1. Testes estatisticos
(t arca ) @ um nivel de confianga de 95% apontam para
concordancia entre os procedimentos realizados (t_

t .5 0,58 <2,78) e entre cada procedimento 1nd1v1dua1
e a referéncia do rotulo, permitindo a escolha do mais
adequado em fungao das necessidades.

Tabela 1:

Rétulo Curva analitica® Adigio de padro*

Furosemida Teuto® 40 mg (40,3t1,8)mg (41,1£0,7) mg

*n=4

Conclusoes

O uso de farmacos e medicamentos como
amostras para aulas experimentais exerce grande apelo
que, somado as possibilidades de exploracdo de con-
ceitos tanto tedricos quanto praticos, representa uma
poderosa alternativa as aulas tediosas envolvendo son-
das e padrdes ha muito conhecidos e discutidos e sem
muita aplica¢do na rotina profissional. No presente caso
foi empregada uma molécula organica bioativa, a fu-
rosemida, portadora de importantes grupos funcionais
e, portanto, propriedades fisico-quimicas e biologicas,
sendo tal analito extraido da amostra comercial (com-
primidos) pelo uso de simples solu¢do de hidroxido
de sodio. O custo previsto para o experimento € baixo,
e a obtencdo, tanto do padrdo quanto das amostras, ¢
simples. O experimento proposto tem duracao relativa-
mente curta e permite a abordagem de diferentes con-
ceitos de forma direta e simples, sem comprometimento
da qualidade da aprendizagem. Conceitos indiretamente
relacionados, como estatistica e normas regulatorias
para produtos farmacéuticos, podem, ainda, ser explo-
rados, tornando ainda mais eclética e realista a execugao
da aula nos cursos de Farmacia e Quimica.
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